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Cl 毒素非産生 Clo stridiu m botulin um C 型菌の C2 毒素
産生及 び胞子形成 と の 関係 に つ い て
金沢大学医学部微生物学講座 (主 任: 西 田 尚紀教授)
芹 川 俊 彦
( 昭和57年 9月 2 日受付)
Cl毒素非産生Clo stridiu m botulin u mC 型菌 8株 に つ い て, C2毒素産生の 有無を グル コ
ー ス 濃度
1 .0%の pre-r edu ced a n a e robic allyste riliz ed-try ptic a se - ye a St - glu c o se培地 (P R A S
- T Y G培地)
の培養上清を トリ プ シ ン 処理 す る こ と に よ り検討し た結果, 全株共 に C2毒素 を産生す る こ とが 判っ た . ま
たC2毒素産 生に 関 し, 本培地 は グ ル コ
ー ス 濃度 0･2%の P R A S-T Y G培地, ある い は Eggm e at培地 よ
りも良好 で ある こ とが 判 っ た . 培養 時間 と トリ プ シ ン 処理 に よ る C2毒素 の 活性化 を検討 した結果, C2毒素
は培養液中に 非病性 の 形で放出さ れ , 培養期間中に培養掛 こ含 まれ る何 らか の酵素 に よ り活性化 され る こ
とが判 っ た . 更 に , C2毒素産生 と胞子 形成の関係 を検討し た結果, 胞子 形成が多けれ ば 多い ほ ど C2毒性 が
高く, 培養液中の 胞子数が 10りm ‖以下 の 場合に は, C2毒性は認め ら れ なか っ た . また, C2毒素は対数増
殖期に は産生され ず, 胞子 形成期 に 菌体内に 産生さ れ , 胞子 が成熟 し, fr e e spo reに なる過程に 培養液中
に放出さ れる こ とが 判 っ た .
Key w o rds Clostridiu m botulin u mty pe C, Sporulatio n, Toxin productio n,
Clostridiu m botu露nu m C
2
-tO Xin .
著者は1974年か ら 1976年 に か け て, 石川県の湖沼
地帯に お ける Clo stridiu mbotulinu m C 型薗の分布調
査を実施し, C. botulin u mC 型菌が本県 に 広範囲 に 分
布する こ と を明ら か に す る と共に ､ 多数の C 型菌 を河
北潟の 土壌か ら分離 したl). その 際, Hungate2)の 方法
に従い 厳密 な嫌気条件下 で 作製 し た (pr e-r edu c ed
a na er obic allysterilized, 以下 P R A S と略)毒素産生
用ク ック トミ ー ト培地1)に お い て も , C. botulinu m C
型菌の主 毒素で ある C.毒素 を産生 しな い 薗株 を8株分
離した. これ らの 菌株は Cl毒素 を産生 しな い 外は ､ 培
養性状, 生化学性状が C 型薗と全 く同 一 で あり､ 更 に
C 型菌に 特異的な抗菌血清に 対 し被凝 集性 を示 す こ と
から, これ ら8菌株を C型 菌の 無毒株と同定 した り∴ 一
方, E klu nd ら3)は Cl毒素非産 生 C. botulinum C 型菌
株の中に は､ 培養菌液 を トリ プ シ ン に よ り処理 す る こ
と に よ り C2毒素を証明出来得る菌株が存在す る こ と を
報告 した . 著者は 上述 の Eklu nd らの知見に 基づ き ､ 土
壌か ら分離 した 8薗株の 無毒株に つ い て , 嫌気的な要
求度が強い C 型菌の発育に 最適で ある P R A S培地 を用
い , C2毒素産生 を検討 した . ま た, 本研究の 途次, C.
botulin u mC型薗の C2毒素産生が胞子形成と密接 に関
係 して い る こ と が示 唆さ れ た の で , 両者の 関係 に つ い
て も併せ検討 した.
材 料 及 び 方法
Ⅰ. 被験 菌株
河北潟 の 土 壌 か ら著者が分離 した Cl毒素非産生 C.
botulin u mC 型薗 8株, 85- 14, 85- 18, 86- 16,





- Toxin Produ ctio nby Clostridiu m Botulin u m Ty pe C Ha ving No Cl
･To xigenicity
a ndthe Relation of C
2
- Toxige n esi with Spo rulation Fr equen cy･ Toshihiko Serikaw a,
Departm e nt of Ba cteriolog y(Director:Prof. S. N ishida), Scho olof Medicine, Ka n aza w a
Universlty .
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毒素産生用 培地 と し て グル コ ー ス 濃度 1.0% の




glu c o se 培 地 ( 以 下
P R A S- T Y G培地 と略)を用 い た. 本培地は , Eklu nd
ら3)が C2毒素の検討に 用 い た T Y G培地 の組成, 即 ち ト
リ プ チケ ー ス ペ プ トン (B B L) 3% (W/V), 酵母 エ
キス (Difc o) 2% (W/V), グル コ ー ス 0.2%, 塩酸
シ ス テイ ン 0.1%を基礎 と し, こ の 外更に グル コ ー ス
0.8%, 緩衝系と して Na2C O3 0.4%, KH2P O40･04 5
%, K2H P O4 0.045%, 塩類と して (N H4) 2S O｡0･09
%, NaCl O.09%, M gS O. ･7 H20 0.009%, CaC12 ･
2 Ii20 0.009%, 酸化還元指 示薬 と し て レ ザ ズ リ ン
0.0001%を添加 したも の で あ る. 本培地 は, ガ ス 噴射
装置4)を用 い , C O2存在下で 中試験管(16×1 60m m)に
8 mlずつ 分注 し, プ チ ル ゴ ム 栓 を して 115
0
C, 15分間
高圧滅菌す る こと に よ り作製 した. なお , 比較培地と
して グ^/コ ー ス濃度 0.2%の P R A S- T Y G培地, 及 び
C.botulin u mC型菌の発育が良好である Eggm eat培
地 (Difc o) 5)を用い た.
ⅠⅠ
. 植菌及 び培養
肝片加肝 ブイ ヨ ン で 16時間前培養 した 菌液0.2ml
を, 中試験管申の グ ル コ ー ス 濃度 1.0%ま た は 0■2%
の P R A S- T Y G培地8 mlに C O2噴射下で植菌し, ま
た は中試験管中の Egg m e at培地 10ml に 大気下で植
菌した後, C O2存在下で 培責を行 っ た . ま た, 培養菌液
の 遠心 上 清液 (450×g, 15分間) を毒素液と した .
ⅠⅤ
. 毒力の測定及び トリ プ シ ン に よ る毒素の活性化
毒力の測定 は, 0.02%ゼ ラ チ ン 加 0.05 M リン 酸綾
衝液 (pH 6.5) で 2倍段階希釈 した試料 0･25ml をマ
ウス の尾静脈 に 注射 し, 3 日間生死 を観察 し minim u m
leth al do s e(M L D)/mlを求め た. 毒素の 活性化 は,
培養上 浦液 を等量の 0.5% トリ プ シ ン 溶液と 混合し,
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ン溶液は, 0.05 Mリ ン 酸緩衝液(pH 6.5)100mlに ト
リ プ シ ン(Difc o, 1 :250)を 0.5g 溶解 した もの を用
い た
.
な お , トリ プ シ ン 溶液に 等量の 生理食塩水 を混
合 し, そ の 0.25mlを マ ウ ス の 尾静脈 に 注射 し たが , マ
ウス は何 ら異常 を示 さ な か っ た . ま た, ト リプ シ ン 処
理 後の試料は 4
0
Cに お い て保存 したが, その 毒素活性
は安定で, 1週間後 に お い て も M L D/mlの 値 は変化 し
な か っ た .
Ⅴ . 抗毒素血清及 び中和試験
C. botulin u m C 型薗の Cl , C2毒素お の お の に 対す
る抗毒素血清は, 大阪府立大学阪口 玄 二博 士 よ り分与
を受 けた. な お こ の抗 C2毒素血清 は, Eklu nd ら3切 報
告し た抗 C2毒素血清 と同 一 で あ る こ とが確認され たも
の である . C. botulin u m Ai B, D, E型抗毒素血清
は千葉県血清研究所近藤久博 士 よ り分与され た も の を
使用 した . C･ n O Vyi A, B 型抗毒素血清は Wellc ｡me
r es e a r ch labo r atorie s(英国)よ り購入 した
･ 中和試
験 は , 毒素液と 等量 の 抗血 清を混 合し 370C, 30分反応
さ せ た後, 0 ･5 ml をマ ウ ス の 腹腔内あ る い は尾静脈内
に 注射す る こ と に よ り行 っ た .
ⅤⅠ. 総生菌数及び胞 子数の 測定
総生菌数の 測定 は以 下の 方法に よ り行 っ た . 試料を
P R A S希釈液(Na2C O3 0･24 %, K H2PO4 0･045%,
K2H P O4 0.045%,(N H.) 2S O. 0.09%, NaCl O.09
%, MgS O4 ･7 H20 0･045%, CaC12 ･2 H200.09‰
塩酸 シ ス テイ ン 0.045 %, レ ザ ズリ ン 0.0001%を含む)
で 10倍段階希釈 し, そ の 0･1 ml を 5Inlの ,VL増野l
(milieu al
,
e xtr aitde viande etdele v u re s) に グル
コ ー ス を添加 し た V L G培地 を基礎 と して作製した
P R A S変法 V L G培地4)に C O2噴射下で植菌し, これを
直ち に Hu ngate2)に 従 い rolltube法 を用 い て, CO2存
在下で 中試験管内壁に フ イ ル ム 状 に 拡 げて 囲め,24時
間培養 した . 培養後管壁に 発育 した コ ロ ニ ー を計算し,
c olony
- fo r ming u nit(C F U)/mlで 表し た. 胞子数の
測定は , 試料 を75
0
C, 15分間加熱し た後, 上述の方法
に 準 じて 行 い , SpO rulatio nfrequ e n cy として表した.
VlI
. 頭微 鏡下で の 胞子 の 観察
培養菌液 を 450×g, 1 5分間遠心 後, 沈瘡に 対し
W irtz の胞 子染色7)を行い 顕微鏡下 で観察した.
VlIl. 菌の 発育及び pH の 測定
菌の発育 は, そ の濁度 を島津ボ シ ュ ロ ム ･ ス ペ クト
ロ ニ ク ･ 20光電比色計 を用 い O D56 ｡に て測定した. 培
地 の pH は Ze r o m aticS S-3 メ ー タ(束芝 ペ ックマ ン)
に よ り測定 した.
ⅠⅩ. 菌体 内の 毒素検索
培養薗液 を遠心集菌後, 沈漆 を0.05 M リン酸緩衝液
(pH 6.5)で 2 回遠心 洗浄 し, 培養液 と等量 の同緩衝液
に 浮遊さ せ た後, 超音波細胞破砕機 (U R-200乳 ト
ミ ー 精工) を用 い , 20 キロ サイ ク ル で 5分間処理する
こ と に よ り細胞 を破壊 した. 超音波処理液を3,000xg,
2 0分間遠心 し, そ の上 清液に つ い て トリ プシ ン処理を




P R A S-T Y G培地 に お け る毒素産生 及 び毒素 仰
試験
先ず, グ ル コ ー ス 濃度 1.0%の P R A S-T Y G培 根
用 い , 被験 8株 に つ い て毒素産生 の 有無を検討した･
本培地で 37
0
C, 1週間培養した 後, 培養｣滴 をトリ
イ
シ ン で活性化し, その 0.25mIをマ ウス 尾静脈に 注射L
致死毒性 を検討 した結果, 被験 Cl毒素非産生 C 加
tl'
1in u mC 型薗8株中 1株 (8 卜14株) を除きマ ウ
スニニ
C. botulin um C型菌の C2 毒素産生と胞子形成
Tablel. Produ ctio n of C2
･tO Xinin diffe re nt m edia by C･ botulin u mtype C str ain spr odu cing n o
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: P R A S-T Y Gm ediu m ; Pr e-redu c ed a n a e robic ally steriliz edtry ptica s e-ye a St･glu c o s e m ediu m
琳
: ML D/ml
致死毒性を示 した. こ の致死毒性に 対 し, C. botulin um
抗A, B, Cl , C2, D, E型 毒素血清, 及び C. no vyi
抗A, B型毒素血清を用 い て 中和試験 を行 っ た が, こ
の致死毒性は抗 C2毒素血清に よっ て の み特異的に 中和
され, これ らの Cl毒素非産生 C. botulinlユm C 型菌 8





グ)t/ コ ー ス 濃度 1 .0 %の P R A S- T Y G培地 にお いて
G毒素が産生さ れる こ とが 判っ たの で , 次 に グル コ ー
ス濃度0.2%の PR A S- T YG 培地, 並 び に Eg gm e at
培地を併用 して, C2毒素産生条件 を検討し た. 上記の
3種の 培地を用 い , 37
0
C, 1週 間培養後の培養上清に
つ い て, トリ プシ ン無処理 及 び処理 後の C2毒性 を測定
した
.
その 結果, トリプ シ ン処理 を行 っ た場合, Eggm e at
培地に おい て もか なり 高い C2毒性が認 め られ た が, 86
-
19株を除き,1 .0% グル コ ー ス の P R A S- T Y G培
地にお い て皐も高い C2毒性が認 め られ た (表1). 0.2
%グ)L/ コ ー ス の PR A S◆T Y G培地 に お い ても C2毒素
産生が認め られ たが, 1株 (85-18株) を除 き, そ の
値は低か っ た . なお , 85- 14 株 は本実験に お い て も い
ずれの 培地で も C2毒性 を示 さ な か っ た . トリ プ シ ン無
処理の 場合に は, Eg gm e at培地に お い て は全く C2毒
性は認められ なか っ た が,P R A S-T Y G培地で は グル
コ ー ス濃度0.2%の場合 に は C2毒素産生株 7株全株共
に, ま た1.0%グ ル コ ー ス の 場合 に は 7株中6株が C2
毒性を示し た
. しか しな が ら
､
その C2毒性の値 は トリ
プ シ ン処理後の 値に 比 べ 低い 場合が多 く, グル コ ー ス
Table 2. Pr odu ctio n of C2-tO Xinin 24 hr c ulture
in P R A S-T Y Gm edium contain ingl.0%
glu c o s e
C2-tO Xicityin 24 hr c ultu r e super n at nt
of P R A S-T Y Gm ediu m c o ntaining l.0%
glu c o s e
try psト W ith try psi-












濃度0.2%の 場合 に は 7株中6楓 また グル コ ー ス 濃度
1.0%の 場合 は 7株中4株が トリ プシ ン処理後 に比 べ 低
い C2毒性を示 した . 以 上 の 結果, C2毒素産生 に 閲 しグ
ル コ ー ス 濃度 1.0%の P R A S-T Y G培地は,0.2%グ
ル コ 山 ス の 場合よ り も ある い は また Egg m e at培地よ
り も, 良好 で あ る こ とが 判 っ た の で , 以後の 実験 に お
い て は 1.0 %グル コ ー ス の P R A S-TY G培地 を用 い る
こ とと した.
上 記の 実験中,1.0%グ)L/ コ ー ス の P R A S- T Y G培
690
地 に お ける薗の発育 は, 培養24時間以内に 最大値 に達
す る こ と が観察さ れ たの で , 24時 間培養液に つ い て ト
リプ シ ン無処理 及 び処 理 後 の C2毒性 を 検討 し た (表
2). 培養 24時間で は ト リ プ シ ン 無処理 の 場合, ほと
ん どの 菌株 に お い て 毒性 を示 さ な か っ たが , トリ プ シ
ン 処理 を行 っ た場合, 86- 16株の 1 株を除き 全株 が 1
週間培養と同 一 の毒力を示 した . 86- 16株 に つ い て は
48時間培養 で 最大 の毒力(1週間培養と同じ値) を示
した
.
以上 の 結果, 並 び に 表 1 に 示 した 1.0 %グル コ
ー スの P R A S- T Y G培地 に おける 1週間培養液に つ い
て の C2毒性の 検討結果か ら, C2毒素 は先ず非情性の 状
態で培養液中に 放出され , 培養液中に 含ま れ る何 らか
の 酵素 に よ っ て培養時間 と共に 活性化 され る こ とが 判
っ た
.
ま た C2毒素の培地 へ の 放出に は48時間の培養時
間で充分である こ とも判明 した .
UI. 胞子 形成と C2毒素産生
毒素産生条件 を検討 した上述 の実験の際, グル コ ー
ス 濃度 1.0 %の P R A S- T Y G培地 を繰 り返 し作製 し
て C2毒性 を検討 した が, その 毒性が 作製 した培地 ロ ツ
Table 3. Sporulatio nfrequen cy andC2-tO Xic lty
ofstr ain 981





































: Colo nyイorming u nit
* *
: Try psln- a Ctiv ated
ト に よ り異な る事実 に 遭遇 した･ こ の 際l これらの遠
心沈漆 に つ い て胞子 染色 を行 っ た と こ ろ, 高い 毒素雇
生 を示 した 培養液 の 染色標本に は 多数の 胞子が認めら
れ た の に 反 し, 毒素慶 生が 低い 場合 に は少数の 胞子し
か 認 め られ な か っ た ･ こ の こ と か ら, 胞子 形成がC
2毒
素産生と密接 に 関係し て い る の で はな い かと思われた.
例 えば, 表 3 は 98- 1株 に つ い て 行 っ た6回 の実験を
ま とめ C2毒性 と胞子 数と の 関係 を調 べ たも のである
.
即 ち,98- 1株 を 1･0%グル コ ー ス の P R AS ¶ T YG培
地 で 24時間ある い は48時間培養した培養液中のC2毒
性 と胞子 数と の 関係 を調べ た結果, 6 回の 実験 のうち
4 回 は 107/ml の胞子 を認め , 且 つ 256～ 512M L D血1
の C2毒性 を示 した が, 他の 2 回 に お い て は少数の胞子
を認 め た に過 ぎず, それ に 比 例 して 毒性も低かっ た.
表 4 には更に , 被験 8株全株 に つ い て 1.0%グル コ ー
ス の P R AS-T YG 培地 で 24時間 あ るい は 48時間培
養 した培養液中の C2毒性 と胞子 数との 関係を, 6 ～ 7
回 に わ た っ て 調 べ た成績 を示 した. その結果から, 胞
子 数が 104/ml以下 の培養液中に は マ ウス に対する致死
毒性は認 め られ な か っ たが , 105/ml 以 上 のものについ
て は 確実に C2毒性が 認め ら れ, 且 つ 胞子 数が増加する
に つ れ て C2毒性 も増加 し,胞子 数と C2毒性は密接に関
係す る こ とが 判 っ た . 先の 実験 で C2毒素産 生を認めな
か っ た 85-14株 は, 6 回の 実験の う ち 4 回 は胞子数が
10
4/ml以下を示 し, 毒性 も認 めな か っ た が, 2回の実




同時 に お の お の 16, 8 M L D/mlの 致死毒性を認めた･
ま た , 本毒素 は抗 C2毒素血清に よ っ て の み 中和され,
本菌株も C2毒素産生株 で あ る こ と が判 っ た ･ 胞子形成
は また 培養液 の pB と関係 して お り, 培養液の pIi が
6.0 以 上の 時 , 胞子 数は 10
7/ml 以 上の 値 を示 す場合が
多か っ た . また , 48時間培養か ら得ら れ た菌体細胞の
超音波処理抽出液中に は, 全株 に つ い て C2毒性を認め
る こ とが 出来なか っ た .
Table 4. Spo rulatio nfr equ e n cy a nd C2
-tO Xicity of C･ botl(lin um ty pe C str ain spr odu cing n()
Cl-tO Xin
Sporulatio n
frequ e n cy
(1ev el/ml)
No. of
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次いで , C2毒素が胞子 形成と関連し増殖の い か な る
時期に産生され るの か を検討す るた め , 毒素産生 が被
験菌株の 中で 最も高い 98- 1株 を用 い , 培養時間, 菌
の発育, 胞子形成, 及 び C2毒素産 生の 関係 に つ い て検
討した (表5). 肝片加肝 ブイ ヨ ンで 16時間前培養 し
た函液0.2mlを, 20本 の グ ル コ ー ス 濃度 1.0% の
PR AS- T Y G培地(8 ml) に 植菌し 37
O
C で培養 を行
っ た . 薗の 増殖は O D56 ｡に て測定 し, 最高値 に 達す る ま
では1時間毎, 以 後24時間目 ま で は 2時間毎, 1週間
目まで は1 日毎に 測定 し た. また C2毒素に 関 して は,
培養24 時間目まで 2 時間毎に , 以 後1週間目 まで 1 日
毎に 1本の培地を抜き取 り毒性 を測定 し, 同時に p軋
総生菌数, 胞子 数を測定 した. OD5 6｡は 培養3時間目か
ら増加を認め, 10時間で最高値に 達 し, 以後 1週間の
間ゆる やか な減少を示 した. 胞子数 は培養 12時間目ま
では103 ～ 10りmlの値 を示 した に 過ぎず,顕微鏡的に は
胞子を認める こと は出来な か っ た . こ の 時(12時間目)
までは C2毒性も認め られ なか っ た . 培養14時間目の 培
養液に お い て , 胞子数が 3.2×106/ml とな り, 顕微鏡
的にも胞子 を認める こ とが 出来たが , 95%以 上 の 胞子
はspor a ngia の 中に 存在 した(図1). こ の 時期 に お い
て,C2毒性は菌体内及 び培養液中に 共 に 認め ら れ たが,
培養上清に お ける C2毒性はわ ず か 4 M L D/mlに 過ぎ





























16時間培養で は, 胞子 数は 14 時間培養時の 約 2倍に 増
加 し, 顕微鏡的 に は fr ee spo r eが増加 し全胞子数の約
17%を占める に 致っ た . こ の 時期に お い て は, 培養上
浦中の C2毒性 は急激に 増加 した(256M L D/ml). 18時
間培養 に お い て は, 胞子 数は 更に 約 2倍 に な り, fre e
spo r eも増加 して 全体 の 50% 以上 を示 した. こ の 時期
に 培養上清中の C2毒性 は最大値 の 512 M L D/mlに 達
した
.
20時間以 後の 培養 に お い て は, 胞子 数は ほぼ 一
定で あ っ た が, 時間の 経過 と共 に free spor eの 割合は
増加し, 48時間培養 で 90%以上 (図2), 1週 間培養
で は fr ee spo r eの み と な っ た . C2毒性に 関し て は, 20
時間以後培養上清中の 毒性 は最大値(512 M L D/ml) を
示 し 一 定で あ っ た が, 菌体内の 毒性は 14時間で最大値
(128 M L D/ml)に 達 した 後は 20時間日か ら減少 し,
48時間培養以後 に は認 める こ とが 出来な か っ た . 以上
の 結果, C2毒素 は先ず胞子形成初期に 産生され 菌体内
に 蓄積 し, そ の後数時間以内に , fre e spo reの 増加に
伴い , 培養液中に 放出され る 1とが 示唆さ れ た. な お ,
上述 の 実験 は 3 回繰り返 した が, ほぼ同様の 成績 を示
した.
考 察
先に 著者に よ っ て C. botulin um C型菌の 無毒株と
して 同定され た 8株は, 全株共 に グル コ ー ス 濃度 1.0%
692 芹 川
Fig. 1. C botulin u mty pe C strain 98丁-1;14-hr cultu r ein P R A S-T Y Gm ediu m .
×1,000(bar, 10〟m).
Fig･ 2･ C botulin u mty pQ C strain 98-1; 48-hr c ultu rein P R A S- T YG medium .
×1,000(ba r, 10pm).
C.､botul inu m C型菌の C2 毒素産生と胞子形成
の PR AS-TY G培地 に お ける培養上浦 をトリプシ ン 処
理する こと に よ り, C2毒素を産生す る
こ とが 明ら か と
なっ た . C･ botulin u mCα 型は Cl, C2毒素 を, Cβ 型
はC2毒素の みを産生す ると い うJa n se nの 記酔
)に よれ
ば, これら の 菌株 は, C･ botulin u mCβ 型 と い う こ と
になる.
c｡毒素塵生に 関して Eklu nd ら
3)はグ ル コ ー ス 濃度を
1.0%に する と, C2毒素産生 は抑制さ れ る と報告 した■
しか るに 本研究 に お いて は, グル コ
ー ス 濃度 1･0%の
方がC2毒素産生が促進 され た が, こ れ は E klu nd らが
使用した T Y G培地 に緩衝系が含 まれて おら ず, その た
めグル コ
ー ス 濃度を 1 ･0%に した場合, 発育 は良好に
なるが培地p= が著しく下 り, その 結果胞子 形 成は敏感
に pH の 影響をう けて抑制され ,胞子 形成と密接な関係
を持つ C2毒素産生が低下 する もの と 考え られ る･ こ の
軋著者の使用 した P R A S-T Y G培地 は緩衝系が含ま
れる ためpIi が低下 しに くく ,且 つ また発育も良好で あ
っ たの で, C2毒素産生用培地と して 適 して い ると 思わ
れる.
C2毒素は,胞子形成期に 菌体内に 産生されfr e e spo re
の増加に伴い 非活性の 状態で培養液中に 放出された後,
培養液中の 何らか の 酵素 に よ っ て活性化さ れ る もの と
考えられる. この よ う に , 毒素産生 と胞子 形 成が密接
に関係してい る もの と し ては, C. histolytic u mの 毒素
隈性と胞子形成との 関係が あ り, 胞子 形成が良好な薗
棒は強毒株で あり､ 胞子形成が不 艮な 菌株 は弱毒株で
ある と報告9)1 O)さ れて い る . ま た C. pe rfringe n sの エ ン
テ ロ トキ シ ン産 生 は, 胞子形成と密接 に 関係し て お り ,




C2毒素も ま た胞子形成期 に の み 産生 され る
もので ある が, この 毒素が 胞子成分で あ る か 否か は今
後の研究課題で ある .
結 論
河北潟の 土 壌か ら分 離 した Cl毒素非 産生 C. botuli･
11tlI11 C 型菌8株に つ い て, グ ル コ ー ス 濃度1.0%の
PR A S- T Y G培地 を用 い , C2毒素産生 の 検討 を行 っ
た. その 結果, 培養上 清の トリ プ シ ン 処理 に よ り , 8
楳全株に毒素が 認め られ, こ の 毒素は抗 C2毒素血 清に
よっ ての み 特異 的に 中和され た こ と か ら, これ らの 菌
株はC. botulin u mC2毒素を産 生 す る こと が判 っ た .
C2毒素塵生に はP R A S:r Y G培地が適し て お り, グ ル
コ ー ス濃度は 0.2%よ りも む し ろ 1.0 %の 方が 良好 で
あっ た
.
ま た, C2毒素産生 は胞 子形成 と密接な関係が
ある こ と が判 っ た
. 即ち, 胞子 数が 多 けれ ば多 い 程 毒
性が高く , マ ウ ス に 対す る致死 毒性 を示 す に は, 培養




ま た, こ の 毒素 は対数増殖期に 産生 され ず, 胞子
形成 と同時 に 産生さ れ た.
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Cわざ加ガ如 m みoJ〟肋 〟∽ Cユ ー tOXin ･
Abstract
Clo stridiu m bo tulin u m ty pe C strain s withno Cl
- tO Xige nicity w e re
･
re eX amin ed for c2 -
toxigenicity a nd all the 8 strain stested w ere fo u nd to be C2 - tO Xige nic･ Pr e- redu c ed a n a erobicaL
ly ste ri 鮎ed try ptic ase-ye aSt-glucose m ediu m (P R A S- TY G) c o ntaining l% glu c o s ew a sused for
the pr odu ction of C2 - tOX in, be c au setheto xin w a syielded at higherle v els by C botulinu m type
C c ultu red in this m ediu m t ha nthosein tw o ot he r m edia tested
,
P RA S- TYG c o ntaining O.2%
glu c os e and egg m e at m ediu m. T he c ultu r efluid w a stry psiniz ed to a ctivate C2 - tO Xin. The
Pr eSe ntStudy on toxin produ ctio n r ev e al d that C2
itO Xin w a s a ctiv ated byso m e enzym e(s)inthe
Cultu re m ediu m aftert he toxin w a sissu ed o ut ofc ells･ T he produ ctio n of C2
- tO Xin ap pe a redto
be clo sely related with spo ru1atio nfr equ e n cy of C botulin u mty pe C: t he highe rthespo rulation
frequ ency, t he highe rthe yieldofC2 - tO Xin w a s･ T he toxin w a s n otpr odu c ed du ringthelog-
一Pha s e, but itw a sprodu c ed during the spo ru1ating period a ndt hen ex c reted into the m edium as
SPO r e matu r ation proc eeded･ T he to xin was n otprodu c ed whe nthe spo ru1atio n fr equ e n cy was
le sstba nl O
4
/ml.
